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Identifizierung VHL-assoziierter Veränderungen im klarzelligen
Nierenzellkarzinom : Anwendung von kombinierten Genom- und
Expressionsanalysen
Abstract
Das sporadische Nierenzellkarzinom (NZK) ist ein heterogener solider Tumor, der traditionell basierend
auf morphologischen Kriterien in weitere Subtypen unterteilt wird. In den letzten Jahren konnten unter
Anwendung molekularer Hochdurchsatzanalysen genetische, transkriptionelle und translationale
Alterationen identifiziert werden. Diese Marker eignen sich zum einen für die molekulare
Klassifizierung des NZK und haben zum anderen prognostische Wertigkeit. Die isolierte Betrachtung
genetischer, transkriptioneller und translationaler Veränderungen verhindert jedoch ein tieferes
Verständnis für die komplexen Vorgänge der Karzinogenese. Wir fassen hier aktuelle
Forschungsergebnisse zur molekularen Charakterisierung des NZK zusammen und stellen ein
systembiologisches Konzept zur Identifizierung neuer Tumormarker vor. Diese könnten zukünftig
Einsatz in der Diagnostik und Therapie des sporadischen NZK finden = Sporadic renal cell carcinoma
(RCC) represents a heterogeneous tumor, which is traditionally classified into subtypes based on
morphological criteria. In recent years high-throughput molecular analyses have been able to identify
genomic and proteomic alterations in tumor cells. These markers are the basis for a molecular
classification of RCC and bear prognostic value. However, an isolated consideration of genomic and
proteomic alterations prevents deeper insights into the complex processes of carcinogenesis. Here we
summarize recent studies focussing on this aspect of RCC and present a systems biology concept for the
identification of novel tumor markers. These could be applied to improve future diagnosis and therapy
of RCC.
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Zusammenfassung 
Das sporadische Nierenzellkarzinom NZK) ist ein heterogener solider Tumor, der 
traditionell basierend auf morphologischen Kriterien in weitere Subtypen unterteilt 
wird. In den letzten Jahren konnten unter Anwendung molekularer 
Hochdurchsatzanalysen genetische, transkriptionelle und translationale Alterationen 
identifiziert werden. Diese Marker eignen sich zum einen für die molekulare 
Klassifizierung des NZK und haben zum anderen prognostische Wertigkeit. Die 
isolierte Betrachtung genetischer, transkriptioneller und translationaler 
Veränderungen verhindert jedoch ein tieferes Verständnis für die komplexen 
Vorgänge der Karzinogenese. Wir fassen hier aktuelle Forschungsergebnisse zur 
molekularen Charakterisierung des NZK zusammen und stellen ein 
systembiologisches Konzept zur Identifizierung neuer Tumormarker vor. Diese 
könnten zukünftig Einsatz in der Diagnose und Therapie des sporadischen NZK 
finden. 
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Abstract 
Sporadic Renal Cell Carcinoma (RCC) represents a heterogeneous tumor, which is 
traditionally classified into subtypes based on morphological criteria. In the recent 
years high-throughput screenings unravelled molecular alterations which affect the 
genome and proteome of the tumor cells. These markers are the basis for a 
molecular classification of RCC and bear prognostic value. Nevertheless, an isolated 
consideration of genomic and proteomic alterations prevents deeper insights into the 
complex processes of carcinogenesis. Here we summarize recent studies which 
focussed on this aspect in RCC and further suggest a systems biology concept to 
identify novel tumor markers. These could be applied to improve future diagnosis and 
therapy of RCC.  
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Das klarzellige Nierenzellkarzinom (kNZK) ist der häufigste histologische Subtyp der 
sporadischen Nierenzellkarzinome (NZK) (Moch et al., 2000). Die Klassifizierung des 
NZK basiert bisher vor allem auf morphologischen Kriterien. Molekulargenetische 
Daten untermauern dies, können aber die komplexen molekularen Unterschiede 
innerhalb der Subtypen nicht ausreichend erfassen.  
Die Prognose der NZK basiert auf den histopathologischen Parametern Grad 
und Stadium (Moch et al., 2009). Diese sind jedoch gerade bei Patienten mit 
intermediärem Grad/ Stadium oft ungenau und erlauben klinisch keine Vorhersage 
der hämatogenen Metastasierung. Man erhofft sich in der Zukunft durch Anwendung 
molekularer Methoden eine genauere Vorhersage der Tumorprogression (Eichelberg 
et al., 2009). 
Die Anwendung molekularbiologischer Methoden belegte in früheren Studien, 
dass die Inaktivierung des Von Hippel-Lindau (VHL) Genes in bis zu 80% der kNZK 
als initialer Prozess in der Tumorentstehung angesehen werden kann (Gnarra et al., 
1994). VHL kodiert für zwei Genprodukte, pVHL30 und pVHL19 (allgemein pVHL). 
Letztere Isoform ensteht durch einen alternativen Translationsstart. pVHL ist ein 
multifunktionales Protein, dass in die Regulation verschiedener für die 
Tumorprogression förderlicher Prozesse von zentraler Bedeutung ist. Dazu gehören 
u.a. der  proteosomale Abbau des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF), Adhäsion 
und Invasion aber auch Deregulation der Apoptose von Tumorzellen (Frew and Krek, 
2008).  
Wir fassen hier Forschungsergebnisse zusammen, welche auf dem Einsatz 
von Hochdurchsatztechnologien zur Analyse genetischer, transkriptioneller und 
translationeller Veränderungen im kNZK beruhen. Wir verstehen die Kombination 
solcher Daten als Chance auf ein besseres Verständnis der vielschichtigen Prozesse 
der Tumorentstehung, als notwendige Grundlage für die Verbesserung der 
bestehenden Prognoseparameter sowie als Möglichkeit für eine gezieltere 
Anwendung bestehender und zukünftiger Therapieformen. Im Folgenden sind die 
wichtigsten Resultate aktuellen Studien zusammengefasst. 
Genom- und Transkriptomanalysen 
In den vergangenen Jahren hat die Analyse chromosomaler Abberationen im kNZK 
erfolgreich in der Identifizierung des VHL Tumorsuppressors und in der klaren 
Unterscheidung zwischen kNZK und papillärem NZK (pNZK) resultiert (Bugert and 
Kovacs, 1996; Herman et al., 1994; Kovacs et al., 1988; Latif et al., 1993; Seizinger 
et al., 1988; Wilhelm et al., 1995). Weiterhin bestätigten CGH-Analysen einen 
Zusammenhang zwischen genetischen Alterationen und der Prognose von Patienten 
mit kNZK (Moch et al., 1996). 
Jüngere Microarray-basierte Genexpressionsstudien zielten auf die 
Identifizierung der komplexen molekularen Mechanismen der Tumorentstehung. Dies 
führte zur Entdeckung von Expressionsmustern, anhand deren die Subtypen des 
NZK auch molekular voneinander differenzierbar wurden (Higgins et al., 2003; 
Takahashi et al., 2003). Schliesslich resultierten diese Analysen in einer weiteren 
molekularen Unterteilung des morphologisch homogenen kNZK (Takahashi et al., 
2001; Takahashi et al., 2003). Desweiteren gelang es mittels Genexpressionsstudien 
Expressionsmuster zu identifizieren, die Patienten im Hinblick auf die 
Tumorprogression und Metastasierung unterscheiden, d.h. prognostisch relevante 
Subgruppen hervorheben (Jones et al., 2005). 
 Die molekulare Charakterisierung des kNZK wurde weiterhin durch die 
Kombination verschiedener Hochdurchsatztechnologien vorangetrieben. So wurde 
bewiesen, dass sich zytogenetische Alterationen im kNZK in 
Proteinexpressionsprofilen widerspiegeln und dass diese Expressionsprofile für eine 
genauere molekulare Unterteilung des kNZK geeignet sind (Mertz et al., 2008). 
Kürzlich konnten in einer hochauflösenden SNP-Studie kombiniert mit einer 
Transkriptionsanalyse weitere genetische Alterationen identifiziert werden 
(Beroukhim et al., 2009). Eine Erkenntnis aus diesen Daten ist, dass neben der 
Inaktivierung von VHL auch die Deregulation von CDKN2A/ CDKN2B und Myc für die 
Entstehung des kNZK von Bedeutung zu sein scheinen. Interessanterweise zeigten 
die sporadischen kNZK eine hohe Heterogenität im Vergleich zu kNZK von Patienten 
mit VHL-Syndrom auf. Sporadische kNZK wiesen zusätzlich eine höhere Anzahl an 
genetischen Alterationen auf. Die in silico Analyse dieser Daten resultierte in der 
Identifizierung zweier Subgruppen im kNZK. Erstens, Tumoren, deren genetische 
Profile sich komplett von der Mehrheit der kNZK unterschieden. Zweitens, Tumoren, 
deren genetische Profile Tumoren mit einer biallelischen Inaktivierung von VHL 
ähneln. Diese Daten suggerieren komplexe genetische Veränderungen, die für die 
Zuteilung von Patienten und letzendlich für eine gezieltere Behandlung von 
Bedeutung sein könnten. Gleichzeitig wird die zentrale Bedeutung der Inaktivierung 
von VHL für Entstehung des kNZK untermauert. Konsequenterweise wurde in einer 
weiteren Genexpressionsstudie nach Genexpressionsmustern gesucht, die 
spezifisch für unterschiedliche VHL-Mutationen sind (Luu et al., 2008). Die 
verschiedenen Mutationen könnten die Funktionalität des pVHL spezifisch verändern 
und somit die Prognose unterschiedlich stark beeinflussen. Die Analyse dieser Studie 
ergab eine Signatur von 186 Genen, anhand deren Expression kNZK mit 
funktionslosem pVHL von kNZK mit Wildtyp pVHL unterschieden werden konnten. 
Letztendlich resultierten Analysen zur Identifizierung genetischer Alterationen und 
deren Einfluss auf die Genexpression in einer feineren Unterteilung des kNZK. Offen 
bleibt jedoch, welchen Einfluss diese Alterationen auf die Genprodukte und deren 
Funktionen ausüben. 
 
Proteomanalysen 
Auf der Suche nach Veränderungen der Proteinexpression als Folge genetischer 
Alterationen haben wir uns auf die Analyse von Zelloberflächenproteinen konzentriert 
(Boysen et al., Manuskript in Vorbereitung). Zelloberflächenproteine sind aufgrund 
ihrer subzellulären Lokalisation und Zugänglichkeit wichtige Zielstrukturen 
verschiedener Antitumortherapien. Zusätzlich könnte eine Abgabe dieser Proteine in 
das Serum, z.B. infolge proteolytischer Aktivitäten tumorspezifischer Proteasen, als 
Grundlage für nichtinvasive ELISA-basierte diagnostische Tests oder im Rahmen 
einer postoperative Betreuung von Patienten zur Früherkennung wiederkehrender 
Tumoren genutzt werden. Zelloberflächenproteine stellen somit ideale Kandidaten 
auf der Suche nach neuen diagnostischen und therapeutischen Biomarkern dar.  
 Neben den klinischen Aspekten ist die Analyse tumorspezifischer 
Membranproteine mit der Möglichkeit eines besseren Verständnisses der 
Tumorbiologie verbunden, da Membranproteine am Beginn wichtiger Signalkaskaden 
stehen (z.B. als Rezeptoren für Wachstumsfaktoren), Zell-Zell-Interaktionen 
vermitteln und zentraler Bestandteil der metastatischen Disseminierung von 
Tumorzellen sind. 
 Ziel dieser Studie ist es, die Konsequenzen eines Verlustes von 3p 
einhergehend mit einer funktionellen Inaktivierung von VHL , für die Expression und 
Funktionsweise von Membranproteinen im kNZK zu charakterisieren. Qualitative und 
quantitative Messungen dienen dabei als Grundlage für eine feine Analyse dieser 
gegenüber externen Einflüssen exponierten Mikroumgebung. Solche VHL-
assoziierten Oberflächenproteine könnten sowohl zu der genaueren Bestimmung als 
auch für eine gezieltere Behandlung der bereits erwähnten Gruppe kNZK dienen, 
deren genetisches Profil dem von Patienten mit biallelischer Inaktivierung von VHL 
ähneln. 
 Der gewählten experimentellen Strategie liegt eine vergleichende 
Massenspektrometrie (MS)-basierte Analyse von N-glykosylierten 
Oberflächenproteinen in VHL-negativen Tumorzellen vom kNZK und deren 
VHL-Isoform (pVHL19, pVHL30) re-exprimierenden stabilen Transfektanten zu 
Grunde (Abb.1). Kernpunkt dieser neu entwickelten Methode ist die spezifische 
Markierung, Aufreinigung und Messung von gering exprimierten Membranproteinen, 
die in verschiedenen Vorarbeiten erfolgreich angewendet wurde (Teckchandani et 
al., 2009; Tinguely et al., 2008; Wollscheid et al., 2009). Dieses Verfahren ermöglicht 
zudem eine relative Quantifizierung der identifizierten Proteine. Damit ist eine 
fokussierte IHC-basierte Validierung selektierter Kandidaten auf Tumormaterial 
basierend auf MS-Daten möglich. Differentiell exprimierte Proteine können in dem 
von uns verwendeten Zellkultursystem somit als potentiell „VHL-assoziiert“ betrachtet 
werden. Bisher durchgeführte proteinbasierte Analysen im kNZK fokussierten v.a. auf 
zytoplasmatische bzw. gut lösliche Proteine. Eine Analyse des schwer 
analysierbaren hydrophoben Oberflächensubproteoms wurde bisher noch nicht 
ausreichend durchgeführt. 
 Aggelis et al. konnten in einer MS-basierten Studie bereits neunzehn VHL-
assoziierte Membranproteine in UMCR2 Nierenkarzinomzellen identifizieren (Aggelis 
et al., 2009). Dabei wurden neben bekannten VHL-Zielgenen auch unbekannte 
Kandidaten wie CD166 und CD147 als pVHL-assoziiert detektiert. Dieser Studie liegt 
jedoch eine initiale 2D-Gel basierte Separation der isolierten Membranproteine 
zugrunde, welche anschliessend von einer Analyse der im Gel verdauten Proteine 
mittels MS gefolgt wird. Die Neuartigkeit unserer Strategie ist der Verzicht einer 
vorherigen Separation der isolierten Membranproteine mittels 2D-Gelen. Dadurch 
können in unserer Analyse auch stark hydrophobe, relativ unlösliche 
Membranproteine detektiert werden. Desweiteren können wir in unserem 
Zellkulturmodell pVHL-isoformspezifische Veränderungen des Oberflächenproteoms 
analysieren, was uns einen tieferen Einblick in die Wirkungsweise von pVHL im 
kNZK ermöglicht. 
Die Besonderheit unseres experimentellen Ansatzes liegt neben der 
Identifizierung von Oberflächenproteinen v.a. in deren relativen Quantifizierung. In 
unseren initialen Experimenten wurden mehr als 100 Oberflächenproteine detektiert, 
von denen ein Grossteil zu der Gruppe der CD-Moleküle gehört. Antikörper gegen 
diese Proteine stehen für weiterführende multiplexe IHC-basierte Analysen zur 
Verfügung. Sechsundvierzig Proteine waren differentiell exprimiert (Abb.2). Diese 
Proteine wurden als pVHL-assoziiert definiert und sind u.a. in biologische Prozesse 
wie Signaltransduktion, Immunsystem und Zelladhäsion involviert (Abb.3). Eine 
Deregulierung dieser Prozesse stellt eine wichtige Grundlage für die 
Tumorentstehung dar. Bisher wurde jedoch ein Zusammenhang dieser Prozesse mit 
dem VHL-Funktionsverlust nur für einzelne Kandidaten beschrieben, da eine globale 
Analyse des Oberfächenproteoms aufgrund fehlender spezifischer Messverfahren 
nicht möglich war. Nachfolgende Immunohistochemie (IHC)-basierte Validierungen 
auf in Paraffin eingebetteten Tumorzellen (pVHL positiv versus pVHL negativ) vom 
kNZK ergaben eine genaue Reproduzierbarkeit der mittels MS als differentiell 
expremiert identifizierten Proteine GLUT-1 und EGFR (Abb.4). Einige der differentiell 
exprimierten Kandidaten werden momentan in Gewebechip-basierten Analysen von 
mehreren hundert kNZK auf einen möglichen Zusammenhang mit klinischen 
Parametern untersucht. Schlussendlich wird der Serumproteingehalt ausgewählter 
Kandidaten mittels ELISA in Seren von Patienten und gesunden Spendern 
verglichen.  
Die Kombination dieser proteomischen Techniken und die direkte Translation 
von in vitro Daten auf Patientenmaterial stellen eine neue, gezieltere 
Herangehensweise an die Identifizierung von spezifischen molekularen Markern im 
kNZK dar. Letzendlich werden durch die Kombination verschiedener Technologien 
innerhalb einer Studie die Grenzen überschritten, die die Anwendbarkeit einzelner 
Messverfahren aufgrund von biologischen oder technischen Einschränkungen bisher 
limitierten. Unsere zukünftige Forschungsstrategie basiert daher auf einer 
einzigartigen globalen Analyse von Alterationen auf dem Proteom-, Genom- und 
Genexpressionsniveau und der computergesteuerten Integration der resultierenden 
Daten. 
 
Fazit 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die traditionelle Trennung der Analyse 
genetischer Abberationen, Transkription und Translation wesentliche Einblicke in die 
molekularen Grundlagen des kNZK ermöglichten. Diese isolierte Sichtweise 
verhindert jedoch ein tieferes Verständnis für die komplexen Mechanismen der 
Karzinogenese des kNZK und wird daher für die Entwicklung neuer diagnostischer 
und therapeutischer Verfahren ungenügend sein. Vielmehr gilt es, die Heterogenität 
des kNZK mittels kombinierter systembiologischer Studien aufzuschlüsseln, um die 
Etappen der Tumorprogression aus verschiedenen Perspektiven zu betrachten und 
deren biologischen Grundlagen zu verstehen. Daraus resultiert die Möglichkeit, neue 
molekulare Prognoseparameter zu identifizieren und eine „personalisierte“ Therapie, 
in der Patienten entsprechend individueller molekularer Signaturen behandelt werden 
können, zu entwickeln. 
 
Abbildungen 
 
Abb.1: Immunophänotypisierung ohne Antikörper 
 
 
Abb.1: Kurzdarstellung des experimentellen Vorgehens zur Isolierung und Identifizierung von N-glykosylierten 
Oberflächenproteinen (Wollscheid et al., 2009). Die Strategie umfasst (1) das Markieren reaktiver Gruppen an 
Zellmembranproteinen, (2) Homogenisieren der Tumorzellen und Proteinverdau, (3-4) Affinitätsaufreinigung der markierten 
Peptide,  (5) Peptidanalyse mittels Tandemmassenspektrometrie und (6) Peptid- oder Proteinidentifizierung. 
Abb.2: Identifizierung und Quantifizierung pVHL-assoziierter Oberflächenproteine 
 
 
 
Abb.2: Relative Expression von N-glykosylierten Zelloberflächenproteinen in Abhängigkeit von pVHL. Die Ergebnisse sind als 
Quotient der Expressionsstärken eines Proteins in pVHL negativen Nierenkarzinomzellen und in deren pVHL re-exprimierenden 
Transfektanten dargestellt. Rot und grün markierte Proteine sind differenziell exprimiert und daher potenziell „pVHL-assoziiert“.  
Schwarz markierte Proteine unterliegen keiner Regulation durch pVHL. 
 
Abb.3: Funktionale Klassifizierung pVHL-assoziierter Oberflächenproteine 
 
Abb.3: In silico funktionelle Klassifizierung pVHL-assoziierter Oberflächenproteine mittels Panther Datenbank 
(www.pantherdb.org). Dargestellt sind die biologischen Prozesse, denen am meisten Proteine zugeordnet werden konnten. 
Abb.4:Immunohistochemie-basierte Validierung pVHL-assoziierter Oberflächenproteine 
 
 
Abb.4: Immunohistochemische (IHC) Validierung pVHL-assoziierter Oberflächenproteine in pVHL-negativen Nierentumorzellen 
und deren pVHL-re-exprimierenden Transfektanten. Zellen wurden in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Schnitte (2μm)  
wurden gegen GLUT-1 und EGFR gefärbt. 
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